生体に「まねぶ」バイオ分析 by 佐々木 直樹
生体に「まねぶ」バイオ分析
著者 佐々木 直樹
著者別名 SASAKI Naoki
雑誌名 工業技術
巻 40
ページ 22-26
発行年 2018
URL http://id.nii.ac.jp/1060/00009574/
Creative Commons : 表示 - 非営利 - 改変禁止
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/deed.ja
本**講演会から***
生体に『まねぶ」バイオ分析
Bioinspired analysis-lesson from living system 
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1 .はじめに
本稿を執筆するにあたり、「生体とは何か」という命
題について改めて考えてみた。浅学の筆者には、統一的
な定義を示すことはできない。しかし、ある一面におい
ては、「複雑な構造と機能が階層的に制御された存在」
と言えるのではなかろうか。すなわち、生体を構成する
最小要素は分子やイオンといった化学種であり、これら
が何らかの理由や目的の下に移動し、さらには生化学反
応を引き起こす。これが一定の区画内で起こり、複数の
プロセスが組み合わされて高い機能を発現するのが細
胞である。単ーもしくは複数種の細胞が構造を形成する
ことで組織や臓器が形成され、これらが組み合わさって
連動することで生体となる。
このような生体のしくみは、筆者が専門とする分析化
学、すなわち「様々なものをはかる方法をつくる化学」
の見地からも非常に興味深い。例えば、生体内で起こる
現象を分析してそのしくみを解明することで、基礎科学
的に意義深い知見を得るのみならず、医薬学を始めとす
る人体のしくみに関わる分野への展開が見込まれる。ま
た、細胞レベルで、起こる化学反応は高度に効率化されて
いるため、そのしくみを理解することで優れた分析法を
開発しうる。まさに、自然は人類にとって最高の教科書
なのである。
本稿では、上記の発想に基づく筆者のこれまでの取り
組みのうち、血管とその周辺組織を模倣した実験デ、パイ
スを作製し、創薬分野への応用を目指す研究について述
べる。なお、講演会当日は、細胞内を模した環境を形成
し、 DNAの高感度分析に応用する研究についても述べ
たが、こちらはまたの機会に紹介したい。
2.疑似生体組織デバイスを用いるナノ薬剤研究
2. 1 ナノ薬剤
*理工学部応用化学科
ナノ薬剤(nanomedicine)とは、直径が数十~数百nm
程度の粒子に薬物(抗腫虜剤や造影剤など)を担持した
ものである[1]。担体としては、高分子ナノ粒子、リポ
ソーム、カーボンナノチューブ、フラーレン、金属など
様々なものが用いられる。
ナノ薬剤の最も代表的な用途は、腫虜選択的な薬物送
達である(図 1)。ナノ薬剤を血管に投与すると、正常
組織では血管内皮細胞が密に結合しているため血管壁
を透過できず、薬効を発葎することもない。しかし、腫
虜組織では血管内皮細胞聞の結合が疎であるため、ナノ
薬剤が血管壁を透過して血管外に漏出できる。加えて、
腫虜組織では正常組織に比べてリンパ管が発達してい
ないことが知られている。リンパ管は組織液の回収等を
担うため、これが未発達ということは、腫蕩組織で血管
外に漏出したナノ薬剤はリンパ管から回収されにくい。
結果として、ナノ薬剤は腫蕩組織に蓄積する。このよう
なメカニズムは1986年に熊本大学の前田らによって提
唱され、 Enhancedpermeation and retention efect 
(EPR効果)として広く知られている[2]。
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図1 ナノ薬剤を用いる薬物送達の模式図.
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さて、ナノ薬剤を用いる薬物送達の利点について述べ
たい。前述したように、腫療組織に蓄積したナノ薬剤か
ら抗腫蕩剤を放出することで、腫療に選択的に作用させ
ることができる。ナノ薬剤ではない通常の抗腫蕩剤は分
子量が小さく 、正常組織でも血管外に漏出して作用して
しまうため、ナノ薬剤を用いることは副作用の抑制につ
ながる。また、抗腫蕩剤ではなく造影剤の送達に利用す
る場合には、腫療のみを造影でき、効果的な診断が実現
できる。そのほか、薬剤の血中濃度を維持し継続的な作
用が期待できる点なども挙げられる。
2. 2 ナノ薬剤開発の課題
ナノ薬剤の開発においても、通常の医薬品開発と同様
の課題が存在する。すなわち、医薬品の候補物質は(1)
培養細胞を用いた実験(2)動物実験(3)治験(ヒ トでの試
験)と段階を追って評価され、これをクリアできたもの
だけが医薬品としての認可を受け販売されることにな
る。この一連の評価には多くの時間とコストを要し、ナ
ノ薬剤の臨床応用を遅らせる要因となっている。
従来の薬剤評価系 (図 2)について、課題をもう少し
詳細に見ていこう。動物実験(図2A)は薬剤開発の金
科玉条とも言うべき存在であるが、ある薬剤を投与して
治る・治らないといった評価はできても、それがどのよ
うな仕組みで引き起こされているのかを知るのは困難
である。動物を犠牲にすることに対しては倫理面での問
題も指摘されている。さらには、ナノ薬剤の腫虜組織へ
の蓄積は一般に体内深部で起こるものの、これを高い空
間分解能で観察するのは困難であるため、例えば「ナノ
薬剤が体内深部で血管外に漏出する様子を直接観察す
る」ことは事実上不可能である。
A B 
培養細胞を用いた評価系のうち、ナノ薬剤の血管壁透
過性と深く関係するものと しては、セルカルチャーイン
サート(図 2B)がある(商標名でトランスウェルとも
よばれる)。これは直径 111m程度の孔を有する多孔膜
を円筒状の容器の底に貼りつけたものである。通常のシ
ャーレやフラスコでの培養と異なり、物質が透過可能な
膜上で細胞を培養するため、細胞層の物質透過性を評価
できる。例えば、血管内皮細胞を膜上で単層培養すれば
正常血管壁のモデルとなり、ここに細胞聞の結合を弱め
る物質等を作用させれば腫虜血管壁のモデ、ルとなる。こ
のようなモデルは物質透過性の定量評価が容易などの
利点も有するが、空間サイズが大きく 、多く の試料や試
薬を必要とする。 加えて、実際の血管では内皮細胞は流
れにさらされて刺激を受けるのに対し、セルカルチャー
インサー ト内の細胞は静置培養されるため流れ刺激を
受けない。このような流れ刺激の有無は、細胞間結合タ
ンパク質の発現を始めとする細胞の機能に大きく影響
を与えるため、これを考慮、した評価系が必要である。
2. 3 マイクロ流路内での細胞措養と薬剤評価
前節で述べたナノ薬剤開発の課題を解決する実験手
法として、 マイクロ流路の利用が挙げられる[3，4]。す
なわち、血管と同等のサイズや流れを有する流路内に血
管内皮細胞を培養することで、血管内に類似した環境下
で評価が可能となる。セルカルチャ イー ンサートの膜を
組み込めば、流路内での物質透過性も評価できる。この
ような膜を組み込んで細胞を培養したデバイスは2007
年頃から報告され[5一7]、様々な研究に用いられている。
なお、マイクロ流路の作製には微細加工技術が必要とな
るが、市販品も存在する[8]ので、微細加工を専門とし
ない研究者が購入して実験することも可能である。
2. 4 無細胞疑似血管デバイスの開発
マイクロ流路内で細胞を培養し、透過性の評価に用い
cーm る実験にもいくつかの課題がある。生体内の腫虜組織に
図2 従来の薬剤評価系.(A)動物実験.(B)セルカノレチ おいて血管壁の物質透過性が向上するのは、既に述べた
ヤーインサー ト. ように血管内皮細胞聞の結合が疎であるためである。し
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かしこの内皮細胞聞の間隙は、サイズや形状が不均一で
ある。腫虜血管壁の孔の不均一性に関しては、電子顕微
鏡を用いた評価で明らかにされている[9]。マイクロ流
路内で細胞を培養して透過性評価に用いる場合も同様
の状況となるため、実験的に得られる透過性の指標と、
細胞間隙聞のサイズやナノ薬剤の粒径といった物理的
パラメータの関係を明らかにするのは困難で、ある。もし
もこれらのパラメータが透過性に与える影響を独立に
評価・議論できれば、様々な性状をもっナノ薬剤を合成
して動物実験で械珪爆撃的に評価するのではなく、要求
性能を基にナノ薬剤を合理的・合目的に設計することで
ナノ DDSを発展させるための有益な知見が得られると
考えられる。
以上の発想、を基に、本研究では細胞を用いずに腫療血
管を模したマイクロ流路を作製し、ナノ粒子の透過性評
価に応用することとした[11]。デノtイス作製の概要を図
3に示す。マイクロ流体デバイスの素材にはポリジメチ
ルシロキサン(PDMS)を用いた。血管壁を模擬するため
に、市販の多孔膜(トラックエッチドメンブレン)を用
いた。この膜はポリエチレンテレフタラートやポリカー
ボネートなどのフィルムに重イオンビームを照射して
微細な貫通孔を形成し、さらにこれを化学的に溶かす
(エッチング)ことで孔を広げる。エッチングの条件を
制御することで、およそ 10nm -10 pmの範囲で孔径
の揃った多孔膜を得ることができる。この多孔膜を適当
な大きさに切り出したのち、図 3Aに示すように、マイ
クロ流路のパターンを有する PDMS基板で挟み込んで
デバイスを作製した。多孔膜は 10-30pm程度の厚み
を有するため、これを挟み込んで基板を直接接合するこ
とは難しい。そこで本研究では、既報[5]を参考にして、
未硬化のPDMSを接着剤として接合した。このように
してデノ〈イスを作製することで、流路からの溶液漏れを
防ぎ、上下の流路が膜越しに重なった部分でのみ粒子の
膜透過を起こすことができる(図 3B)。作製例を図 3C
に示す。本研究では、孔径0.1，0.4，および1.0pmの
膜を用い、いずれの場合も問題なくデ、パイスを作製でき
た。
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図3 無細胞疑似血管デバイス. (A)基板及び多孔膜の
接合の模式図.(B)接合後のデバイスの模式図.(C)デノく
イスの作製例.
デバイスを用いた透過性の評価例を図 4に示す。直
径 100nmの蛍光標識ナノ粒子を用い、孔径の異なる 3
種のデ、パイスを用いて透過性を評価した。デ、パイスの上
流路にはナノ粒子を含む緩衝液を、下流路にはナノ粒子
を含まない緩衝液をそれぞれシリンジポンプで送液し、
送液流量を違えることで膜を透過する溶液流れを誘起
して、この流れに乗って膜を透過する粒子量を蛍光輝度
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の変化を基に定量評価した。上流路への送液流量を増す
ことで粒子の透過量が増えていることがわかる。加えて、
孔径1.01lfiの膜を用いた場合は実験範囲内で粒子透過
が十分に起きているが、孔径を小さくすることで透過量
が減少し、粒径と同サイズの孔径(O.l1fi)の膜を用いた
場合は透過量はほぼゼロであった。
孔径の影響を評価するために、本デバイスにおける粒
子透過を理論的に考察して実験結果と比較した。詳細は
原著論文[11]をご参照いただきたいが、簡単に述べると、
粒子を剛体球と仮定し、細孔内の流れは圧力差に基づく
ハーゲン ・ポアズイユ流で、あると考える(すなわち、マ
クロ系の流体力学がそのまま適用できると考える)。孔
のサイズが粒子の透過性に与える影響を補正し、各流量
における粒子の透過量を求める。このようにして得られ
た理論線は実験結果とよく一致し、本研究で構築した理
論モデルで実験結果を説明で=きることを示した[11]。
1.0 孔径
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竪0.6
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員0.4
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(理論線)_ _]; 
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_--LS" 
5.0 1 ~0 150 2~0 ' 0.1μm 
送液流量 /μLmin-1 
図4 粒子透過量の送液流量依存性.
2. 5 多孔膜垂直配置型デバイスの開発
前節で作製したデバイスでは、粒子の透過性評価が可
能ではあるものの、 観察面で課題があった。すなわち、
通常の蛍光顕微鏡でデバイスを観察すると、上下の流路
が重なっている部分では、それぞれの流路からの蛍光を
区別できないため、流路を分岐させてから観察・定量す
る必要があった。そこで本研究では、図 5に示すよ う
に、多孔膜を観察面に対して垂直に配置したデバイスを
開発した。構想、を図 5Aに示す。粒子が膜を透過する向
きが観察面内となるため、観察と定量評価が容易となる。
さらには、血管周囲の間質に相当する物質を組み込むこ
とで、ナノ薬剤が血管から漏れ出て間質内を透過する過
程を模擬して評価すること もできる。
デバイスの作製例を図 5Bに示す。多孔膜を垂直に配
置するために、カミソリを用いてデバイスに垂直に切り
込みを入れ、そこに膜を挟み込んで再接合する独自の手
法を開発した。これにより、溶液漏れの無いデ、パイスを
作製し、膜透過が評価できるよ うになった[12]。さらに
このデノくイスを用い、ナノ粒子を血液に分散させて流路
に導入し、疑似間質中への漏出を評価することにも成功
している[13]。ナノ薬剤が血管内を流れる際には、血球
成分の影響によって血管壁近傍での薬剤濃度が高くな
っているとの説があるため[14，15]、このような影響の
評価 ・検証にも本研究は寄与できるものと考えている。
A 
?
??
/"V ~ 
ZL 
Fミ
B 
18 mm 
23mm 
図5 多孔膜垂直配置型デバイス.(A)構想.(B)デ、パイ
スの作製例.
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3.おわりに
本稿では、生体、特に血管とその周辺組織を模擬し
たマイクロデバイスを構築し、ナノ薬剤の評価に応用す
る研究について紹介してきた。これらの実験系は、従来
法に代わる新たな生体モデ、ルとして、分析化学や医薬学
など、幅広く応用できると考えられる。
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